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SAMENVATTING
In de afgelopen jaren is  bekend geworden dat  t i jdens het  leven van de
erytrocyt ,  g lucose aan hel  hemogLobinemolecuu] wordt  gebonden in een
ho . vee lhe io  a f l nanke l i j k  van  de  hoo . t e  van  heL  g l ucosegeha l t e  j n  he t  b l oed ,  He l
gehal le van de geglycosyleerde hemoglobines,  waarvan het  HbA.^ de belangr j . jks le
verLegenwoordiger is ,  weerspiegelL de gemiddefde bloed-glucosJwaarde over de
voorafgaande weken en geef t  daardoor een indruk van de mate van instel l lng van
pa l j . d r t en  meL  d i abe tes  me-U- i Lus .  He t  HbA . ^  i s  n i cL  a fhanke l i j k  van  de  t i j d  van
i ^  i ^ . .  ! , ^ -  - ^ ^ t l i  i n ^ ^vc  uab ,  vo , , , , , oa r v r Jus . r  en  van  de  na te  van  i nspann ing  zoa l s  een  ge i so lee rde
bloedsuikerbepal ing,  en ook nlet  afhankel i jk  van hel  goed verzamel-en van de
ur ine en van de nierdrempel  zoals de glucosebepal ingen in ur ine.  HeL HbA.^ zou
de male van insLel l ing met 66n waarde kunnen beschr l jven,  zodat mogel i jk  iet
HbA . ^  de  a r l s  heL  e i ndpun l  gee f t  waa rnaa r  b i j  i n s te l l i ng  ges l r ee ld  moe t  wo rden ,
In d i t  proefschr i fL wordt  een kol-omchromaLograf ische bepal ingsmelhode van het
I l h A  h o c e h n o v o n  H o i  h a l a n o  \ , ^ ^  d o r a  h o n :  I  i n o  r r n n n  d o  n n n t n n l o  r r r n  n r t i A n t o n
mel  ; iabe tes  mel l lLus  wordL in  een aanLa l -  k f in ische s tud j -es  nagegaan.
In  hoofds tuk  I  word t  een overz ich t  gegeven van de  to t  1977 bekende l i le ra tuur
voor  waL oeLre f !  bepa l ingsmeLhoden en  k f in ische sLud jes .  HeL verhoogd geha lLe
aan HbA.^  b i j  pa t idnLen meL d iabetes  mel f i tus  werd  reeds  tn  1962 door  Hu isman
e n  D o z y  p e r  L o e v i l  g e v o n d e n ,  m a a r  n i e t  a l s  z o d a n i g  h e r k e n d ,  P a s  n a  d e
bev ind ingen van Rahbar  ( '1968)  en  de  pub l . i ka l ie  van een bru ikbare
h a n r r i n o c m o r h a r l o  r r F i ! . e f l i  e , a ,  i 9 T 1 )  w e r d  d e  b e t e k e n i s  v a n  h e t  H b A . ^  d u i d e l i j k .
B i j  normale  personen worden waarden van 4-5% gevonden,  b i j  pa t idnLen met  d iabeLes
melL i fus  komen waarden LaL 14% voor .  B i j  pa t i€nLen met  d iabetes  ne lL i tus  word t
n a  e e n  b e l e r e  i n s t e l l i n g  v a n  d e  p a r i d n t  e e n  d a . l i n g  v a n  h e t  H b A " ^ - g e h a l L e
gevonden.
D e  g e g l y c o s y l e e r d e  h e m o g l o b i n e s  H o A , -  ,  H b A . -  ,  H b A l h  e n  H b A , ^ ,  z i j n
' o t  t a )
r n < f . - c v n + . h a t i s r h r . n n d p n e a t i a l . n . l r r L - i p n  \ i A n  v o n s e h i l f e n d e  S r i k e } ^ s  e n  d e
o-aminogroep van he l  N-e- indsLand ig  an inozuur  va-L ine  van de  B-keLen van heL HbA^.
D e  v o r m l n g  v a n  d e  a l d l m l n e b i n d i n g  l s  s n e l  e n  r e v e r s l b e l  ( p r e - H b A . ^ ) ,  w a u r n a  e e i
' l s a l a e  ' r - e v - e s i o e l e  o r r - r - . . i ' s  v o l r - n :  A m a d o r i  v o l s t  L o c  . e n  k e i o - a m i n e  t H b A . ,  ) .
I n  h e t  H b A , ^  h e e f t  h e t  f r u c L o s e - 1 , b , - d i f o s f a a l ,  i n  h e L  H b A , _ ,  h e L  g l u c o s e - 6 - f o s f a a l
d 1  d ?
e n  i n  h e L  ' l l b A . -  h e L  g l u c o s e  g e r e a C e e r d  m e l  h e t  v a l i n e v a n -  d e  B - k e L e n ,  t e r w i j l
v a n  h e t  H b A . .  d e  j u i s t e  s t r u c L u u r  n o g  n i e L  b e k e n d  i s .
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Overigens v indt  deze glycosyler ing niet  a l leen plaats aan de o,-aminogroep
van het  N-eindstandig aminozuur val ine,  ook heL e-anino-ui . te inde van het
aminozuur lys ine wordl  geglycosyl-eerd.  Deze glycosyler ing kan echter  met de
kolomchromatografische rnethode niet worden aangetoond, aangezj-en deze
bepal in6smeLhode is gebaseerd op de optredende verander ing van heL
i cn -o ra ru fn i c rh  n r rn f  i .  heL  HbA .^ .  h l e l  kan  de  t o ta l e  g l ycosy le r i ng  van  he t
hemoglobine worden bepaald met de col-or imetr ische TBA-rnethode (Flr" ick inger en
WinLerhal-Ler 1976),  MeL deze melhode is ook vastgesteld dal  vele serumeiwiLLen,
waa ronde r  a fbum ine ,  wo rden  geg l ycosy lee rd .  ook  de  hoevee -Lhe id  geg l ycosy ree rd  e iw i t
in serum (of  a lbumine) is  b i j  pat idnLen meL diabetes mel l i tus hoger dan bi j
personen zonder d iabetes.  Na betere insLel l ing van de diabetespat idnt  daal-L ook
de hoeveelheid geglycosyleerd eiwl t  respect level i jk  geglycosyleerd al -bumine.
Of de glycosyler ing van hemoglobine van di recL belang is  voor heL ontstaan
van  de  d i abe t i s che  comp l i caL ies ,  i s  n i eL  bekend .  He t  i s  waa rsch i j n l i j ke r  da l
door hel  vr i j  a lgemene proces van gLycosyler ing van Lichaamseiwi tLen
irrevers ibeLe verander ingen onts laan,  wel ,ke op den duur (mede) kunnen le iden
LoL  de  I aLe  comp l i caL ies  b i j  d . Jabe tes  me I l i Lus .
In hoofdstuk I I  wordL de microkofomchromatograf ische bepal ingsmethode
besch reven ,  we f ke  i s  onLw ikke fd  vanu i t  de  me thode  van  T r i ve f l i  e . a .  ( 1971 ) .  Me t
de  u i Le inde f i j ke  meLhode  was  he !  moge l - i j k  60  bepa l i ngen  op  66n  dag  Le  ve r r i ch l en .
In hoofdsLuk I I I  worden de factoren besproken dle van invloed z i jn op de
bepal ingsmelhodiek,  Een zeer s l r ingenLe conlro le van kolom-pH envanbuffer*pH
h l c o k  n : a q l  c o n  n n i - i n a l o  v o o r b e h a n n e l i n o  v a -  h a i  n n n s i o -  o r  d o  i r r i s ' g
s r r o n s l . e l l  i n s  v a n  d p  1 c - e l r r f . i e h r r f f e r -  d e  h o e k s t e e n  v a n  e e n  v o l d o e n d e  s n e f l e  e n
nauwkeur ige  bepa l ing ,  waarmee k f in isch  onderzoek  moge l i j k  werd ,  B i j  gezonde
personer ' ]  werden waarden van 3r6-J14% voor  HbA.^  gevonden.
c h - ^  i  -  I  ^  -  - - A r ^ h -  a A n  d o  m . n e f  ^ " r , ^ ^ . f 1 " " ^ i  n ;  
" o  
l V ^  h a i  iJ p e C I f , I e  a a l L u a c l r u  . S  o - o -  . . *  . . - -  - y s e r e n  V a n
gewassen erytrocyten moet het  hemolysaal  worden gedialyseerd Legen buf fer ,
voordal  hel  nonster  kan v lorden gechromaLografeerd.  Door deze dia lyseslap wordl
heL  p re -HbA ,^  ve rw i j de rd ,  wa t  ande rs  zou  wo rden  meebepaa ld .  Ech te r  een  ge l i j k
resul laal  t<ai  oot< worden verkregen door de erytrocyLen eerst  Le incuDeren rn
een  g l ucosev r i j  med ium voo roa l  de  e r y l r ocyLen  wo rden  ge f ysec rd .  B i j  heL  vo lgen
van deze procedure kan de dia lysestap wel  worden weggelaten.
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In hoofdstuk IV worden andere bepalj
beschikbaar komen van corunerciele wegtn
(he t  LoLaa l -  van  de  HbA ja - r  HbA1O-  en  H
verwarring omtrent de waaroe van de ve
enorme temperatuurs- en daardoor pH-af
gedrag van de geglycosyleerde hemoglob
h n n a l  i n o  , l t i  i d  h i  i  r ^ n a t . h t a  1 6 m n d F . iv r  r r P e r  a  u
i n L r o d u c L i e  v a n  d e  d i n e c L e  f y s e e r m e t l r o
m e e g e m e L e n ,  g e l e i d  L o t  e e n  d i s c u s s j e  o
q h ^  
_ , . r . . F d ^  6 h  i -  4 . . h 1 o o r  d e  b e t r o u w b^ ' " "  1  " * * '
Me l  de  iso-e lec t ro focus lng  techn j -ek
dusver  z i jn  geen fac to ren  bekend waard
melhod iek  word l  gesLoord ,  Echter ,  de  m
hoog,  D i t  laa ts te  moet  ook  gezegd word
agar -e lek t ro fo rese-sys teem.  De met  d iL
reproduceerbaar  en  cor re le ren ,  u iLgaan,
r  - f  r ' l e  ro r<nn. r  /a  t  :  V-  maL rOkOl  OmteCnO(
Een u iLsLekend a l te r r laL ie f  voor  de  k r
bepa len  van de  geg lycosy l -eerde  hemoglo i
Deze methode kan gemechaniseerd !,/orden
z i j n  w a a r s c h i j n l l j k  n o g  n i e t  g e v o n d e n .
doch we l  e rg  goedkoop is ,  kan  ook  de  g_
b e p a a l d ,
In  hoofds luk  V word t  aandacht  besLee(
h e l  H b A . ^  j " n  d e  k l i n i e k .  B i j  d e  p o l i k l jt c
e e n  c o r r e l a l i e  g e v o n d e n  L u s s e n  h e L  H b A -
para l i leLers ,  te  weLcr r  met  heL g lucosege l
( r = 0 , 1 9 )  e n  m e l  d e  k l i n i s c h e  i n d r u k  ( r :
. l i : h F f A s n r f i S \ 1 a ^  z ^ . , . o .  a , A d i ,  a t ' .  h 1 i '
bes taan  Lussen  he t  HbA .  - geha l t e  en  he tt c  -
b loed-glucosegehal te,  wat z ich het  best
c u r v e  ( r : 0 , 9 2 ) .
f ' ou l - pos iL j eve  HbA-  -waa rden  wo rden  t
-  l c
gevonden  b i j  pa t i dn ten  me t  een  ve rm ind<
heL verhoogde ureumgehalLe aanleid ing t
In hoofdstuk IV worden andere bepal ingsmethoden voor het  HbAr^ beschreven. Het
beschikbaar komen van commercldle wegwerpkolomne*,jes voor het blpalen van HbA.
{heL  t o taa l  van  de  HbA"  - ,  HbA- , -  en  HbA-  - f r ac l . i e s )  hce f l .  se l e i r J  1ot a  r o  r c  L - L  g r o L e
verwarring omtrent de waarde van de verkregen resulLaten. Dlt vooral door de
enorme temperatuurs- en daardoor pH-afhankelijkheid van het chromatografisch
gedrag van de geglycosyleerde hemoglobines,  wa|  vermeden kan worden door de
L i  j  - ^ l q t e n t A  f t r a n p n a l r ' , , n  r , i f .  t e  V O e r e n .  D a a r n a a S t  h e e f L  d eu e P d f f , " t t  d r u r J u  u r J  L u . . , p u r  s L q u r  q r v
i nL roduc t l e  van  de  d j nec te  l y see rmeL l t ode ,  waa rdoo r  ook  heL  p re -HbA ,  wo roL
meege rneLen ,  ge - I e i d  t o t  een  d i scuss ie  oven  de  kon te - t e rn i j nbe inv l . oed ing  van  de
Hha -ueanr lo on ie r l?^ndoor de belrouwbaarheid van de resul taLen in twi j fe l  getnokken,
" " "1  " * * '
MeL de iso-elecl rofocusing techniek wordl  u i ts lu iLend het  l ibA"^ bepaald.  Tot
dusver z i jn geen factoren bekend waardoor de bepal ing van hel  Hbi . , .  meL deze
methodiek wordL gesLoord.  EchLer,  de methode is bewerkel i jk  en de koslpni js  erg
hoog, Di l  IaaLsLe moeL ook gezegd worden van een commercieel  beschlkbaar
agar-elekl roforese-systeem. De meL diL sysLeenr verkregen waarden z i jn goed
reproouceerbaar en correleren,  u icgaande van een ju iste monsterbehandel ing,  goed
met de oorspronkel i jke macrokolon] ,nethode.
Een uiLsLekend alLernal ief  voor de kolomchromaLograf ische methode voor het
bepalen van de geglycosyleerde hemoglobines vormt de color imetr ische TBA-methode,
Dcze meLhode kan gemechaniseerd worden, echler  de opLirnale reacl ie-omstandigheden
z i j n  waa rsch i j nJ . i j k  nog  n i eL  gevonden .  l . 1e t  deze  me thode ,  we l ke  n i eL  ee r , voud ig
doch wel  erg goedkoop is,  kan ook de glycosyler ing van andere eiwiLten worden
bepaa ld ,
In hoofdstuk V wordt  aandacht besleed aan de introduct ie van Ce bepel ing van
h e l .  H n A  i n  d c  k l i n i a x .  B i  i  d e  n o l  i k l i r : s e h e  . o n r . r . l A  v a n  d i a h e t e s n a t i d n t e n  l s
" . n  
a o " " I I U r i e  S e v o ) i d e n  t . u s s o n  h e + .  I r h A  - o p h a 1 t o  6 n . r 6  t . f , r " c v a F  - ^ o r u t k e l r J k e
p a r a r l e t e r s ,  t e  w e t e n  m e l  h e L  t . L u c o s e 8 e h a l t e  v a n  h e L  b l o e d  ( r = 0 , C 3 )  e n  d e  u r i n e
( r = 0 , 1 9 )  e n  m e t  d e  k l i n i s c h e  i n d r u k  ( r = 0 , 7 7 ) ,  B i j  s t a b i e l  i n g e s t e l d e
^ i . h 6 r 6 . n . ! j A h . d h  - ^ h ^ ^ n  r F d i c a t i e  h l i , k l  e .  + e n  c u r V e - f i n e a i r  v e r b a n d  t e
l - a < t " i n  t i l < q p n  h p l  H h A  - s e h a l i . e  e n  h e L  l . e E e l i i k e - t t i d  a o r c r o m c n  n ' r c h t e r
"  " - " 1 c
b l o e d - g l u c o s e g e h a l t e ,  w a t  z i c h  h e L  b e s t  l a a b  b e s c h n i j v e n  d o o r  e e n  p a r a b o l i s c h e
c u r v e  ( r = 0 , 9 2 ) ,
Fou l -pos i t ieve  HbA.^ -waarden worden b i j  de  ko lomchromalogra f ische rne thode
gevonden b i j  pa t idn te i  met  een verminderde n ie r funcL ie .  IJ i j  deze pa t idn len  geef t
he t  verhoogde ureumgeha lce  aan le id ing  loL  carbamyler ing  van heL HbA^.  D i t -
tr7
carbamyl-HbA^ elueer l  samen met hel  HbA.-  in de kolommelhode. Daarnaast  moel  het-  u  l c
meemeten van het  pre-HbA.,a a ls oorzaak van een fouL-posi t -eve HbA., . -u i ts lag
worden genoemd, Ook hyper l ip idemie,  a lcohor isme en de aanwezigheld van HbF kunnen
Lot foul-posi t ieve HbA., . -waarden aanlej .d ing geven,
Foul-negaLieve ui ts lagen komen vooral  voor b i j  pat lenten met heredi ta i re
hemoglobinopathie6n (geglycosyLeerd HbS en HbC worden kolomchromatograf isch
ten onrechte niet  meebepaald)  en bi j  pal i€nlen met een re lat ief  jonge populat ie
e r yL rocyLen ,  zoa l s  b i j  he rno l y l i s che  anem iedn ,
De gevoef igheid en speci f ic lLei t  van de HbAlc-bepal ing is  in een tweelal
s i tuat i -es onderzocht ,  nI .  ten opzichte van de ui tkomsl  van een orale
glucosetolerant ie-Lest  en ten aanzien van de ef fect iv i te i t  voor het  opsporen
van pat iEnten meL mani feste diabetes mel l i tus.  Ten opzichte van de OGTT is de
gevoel igheid van de HbAlc-bepal lng 24%, de speci f ic i te i l  echLer 100% evenals de
voorspel lende waarde van een posiL ieve tesLuiLslag.  Bi j  een bevolk ingson. ierzoek
naar het  opsporen van mani feste diabetes is  de gevoel igheid van de HbA.^-bepal ing
echter  97%, evenals de speci f ic i te i t .  Ondanks de hoge prevatent ie (3%) ian
dj-abeles mel i iLus zou de voorspel lende waarde van een posl l ieve Leslu lLslaE dan
Loch nog s lechts !0" /"  bedragen.
In hoofdsLuk VI  worden aan de hand van enkele k l in ische studies
j no i . a t i egeb leden  voo r  de  HbA , . - bepa l i ng  aangc -even .  T i j dens  de  zwange rschap  van
een  d i - abe lespa t i dnLe  i s  e r  sp rake  van  een  vee l  beLe re  begeJe id i ng  doo r  oe  a r r s
5n van een belere mot ival ie van de pat idnte zel f .  DiL fe idL lot  lagere
bloedsuikerwaarden. Deze betere contro le komt ook tot  u i t ing in een,  voor
d i abe t i c i ,  zee r  Laag  HbA . , . - geha l t e .  I n  ons  onden :oek  i s  geb leken  da l  f r equen te
re t i ng  van  he l  HbA , . ,  voo r  de  concep l i e  en  t . i . l dens  de  zw lnge r r chap ,  een  zec r
sche rpe  i ns te l l i ng  van  de  d i abe tespa t i dn te  mede  moge l i j k  maak t , ,  N ie t  a l l een
verschafL heL HbAtc-gehal te inz lcht  in de male van berelk le contro le,  aan de
hand van deze waarde kan ook een zodanig therapiebeleid worden gevoerd,  dat  een
opt j -male insLelJ- ing mogel i jk  is .
Ook b\ j  netrospecLief  beoorderen van het  ef fecl  van bloer lsuiker-zel- fconLrole
l i ik l  de HbA.,"-bepaLing een welkome aa.nvul l ing op de andere,  gebruikel i jker
parameters.  De HbAlc-bepal ing is  namel i jk  a ls enige parameter tn staat  de
e f f ecL i v i t e i L  van  deze  vo rm  van  Lhe rap je  geoL jec t i vee rd  t e  me ten  en  pa t i on ren
met een s lechte zel fd isc ip l ine en pai l6nlen,  ongeschikt  voor zef fconlro le aan Le
geven .
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B i j  d e  g e b r u - k e l i j k e  p o l i k l i n i s c h e  c
mel l i tus  l i i k l  de  waarde van de  HbA. , . -
o n d e r z o e k  J e  a r t .  b i j  3 6 %  v a n  a l l c  p l . t
u iLgedruk t  in  een Le  verwachten  I lbA. , . -
s lechLs  i0% van he l  lo taa l  aan la f  onde
Lherap i  ewi  j  z ig ing  ,
D e  b e p a l i n g  v a n  h e L  H b A , . - c e h a r l e  I  L
z i langere  d iabe lespaL idr rLen en  pa l ionLe
f n a n r r o r , l o  m e f  i n o e n  r 1 . , , d - -  6 l i i  - i : ^
- - ! q v - - r L L  - ' - ! L f - r b ! r r  r J ^  ! t J r r l
con l r o fe  van  de  d i abeLespa t i € j nL .  l l e l  v
hel  tota le n iveau van bloedsuikercontr
66nmaa ]  e ' r  b i j  s l ech t c r  i ngesLe lde  paL
HbA-  - bepa l i ng  twee  l o t  v -e r  maa f  pe r
I C
Bi j  de  gebru ike l i j ke  po l i k l in ische cont ro fe  van pa t ienLen met  d iabetes
ne l l i l us  L i j k t  de  waarde van de  HbA"^-bepa l i t tg  ger ing  le  z i jn .  A lhoewe}  in  ons
onderzoek  de  ar ts  b r ;  36% van a . l le  pJ f ien t "n  de  to ta le  d iabeLesconLro le ,
, , i  - a ^ - , , - l  i n  F A ,  ! a  
" e r w a . h t e n  H b A . - - w a a r d e ,  l r - e L  j u i s L  i n s c h a L ,  b l e e k  J i t  b i j
s lech ls  lO l i  van  he t  LoLaa]  aanta l  o t tderzoch le  pa l idnLen Le  fe iden lo t
lherap iewl j  z ig ing .
De bepa l ing  van he t  HbAr" -Beha l le  l i j k l ,  a fgez ien  va l t  de  cont ro l -e  van
z w a n g e r e  d i a b e t e s p a t l e n L e n  e n  p a t i d n t e n  m e t  b t o e d s u i k e r - z e l f c o n t r o l e ,  b i j  w i e
f n e o r r p n t e  m F t  i n o e n  n o o C - ^ . - ,  i  j r .  - i  i -  - i - +  -  T n d i  - - ^ - l  . r . :  i o r r o - a  r . . l j - k l i r r i s C h e
. . .  - J - d ^ c r r J ^  a l J i r '  r r r q L  u  v r J  r t q c l c  P v
uon lno . l e  van  de  d l abe lespaL i6n t .  l r l e l  ve rd j enL  he t  aanbeve lLng ,  t e r  bepa l i ng  van
heL tota l -e n iveau van bloedsuikerconLrole '  b i j  s tabie l  ingesle lde diabeLic i
66nmaal  en bi j  s lechLer ingestelde pal ldnten met,  d i -abetes mel l i tus de
HbA .^ -bepa l i ng  twee  t oL  v l e r  maa f  pe r  i aa r  u i t  t e  voenen '
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